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1. VALOAREA CLINICĂ 
Sindromul imunodeficienţei umane dobândite (SIDA) este o boală infecţioasă virală 
caracterizată printr-o puternică imunodepresie. 
Din limfocitele pacienţilor cu SIDA sau în stadii premergătoare de boală au fost izolate 
două tipuri virale aparţinând grupei Lentivirusuri. Primul, denumit HIV-1, a fost izolat în 
Franţa şi apoi în Statele Unite. Cel de-al doilea, denumit HIV-2, a fost izolat de la doi 
pacienţi din Africa şi s-a dovedit ca fiind cauza unui nou focar SIDA în Africa de vest.  
Aprofundarea cunoştinţelor asupra variabilităţii genetice a tulpinilor de HIV s-a făcut prin 
secvenţarea genelor GAG, POL şi ENV ale tulpinilor reprezentative fiecărui subtip. 
Virusurile HIV-1 sunt împărţite în două grupuri: grupul M, care include 9 subtipuri (de la A 
la I) şi grupul O. Pentru virusul HIV-2 se cunosc 5 subtipuri. Distribuţia geografică a 
diferitelor subtipuri este bine definită în prezent. Unele variante de HIV-1 prezintă un grad 
de omologie de 70% la genele GAG şi POL între principalele izolate şi de numai 50% la 
gena ENV; aceste diferenţe pot explica eşecul la stabilirea diagnosticului de infecţie la 
anumiţi pacienţi. 
Diferitele izolate de HIV-2 prezintă la nivelul tuturor proteinelor antigene comune cu virusul 
simian SIV (proteine de anvelopă şi proteine de nucleocapsidă: heterologie = 30%), dar 
prezintă mai puţin de 40% omologie cu proteinele de anvelopă HIV-1. 
Testul Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 permite detecţia simultana a anticorpilor anti-HIV-1 
şi anti-HIV-2. 
 
2. PRINCIPIUL TESTULUI Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 
Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 este un test imunoenzimatic ce se bazează pe principiul 
“sandviş” în două etape pentru detecţia în ser sau plasmă diferiţilor anticorpi asociaţi 
virusurilor HIV1 şi/sau HIV-2. 
Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 utilizează o fază solidă sensibilizată cu antigene purificate 
(proteinele recombinate gp160 şi p25 de HIV-1 şi o peptidă care mimează epitopul 
imunodominant al proteinei de anvelopă HIV-2) şi un conjugat compus din antigene 
cuplate cu peroxidază (peptide ce mimează epitopii imunodominanţi ai glicoproteinelor de 
anvelopă HIV-1 şi HIV-2 şi proteina nucleocapsidară recombinată). 
Procedeul de testare include următoarele etape de reacţie: 
1. Probele de ser serurile martor de control se pipetează în godeurile microplăcii. 

Anticorpii anti-HIV-1 şi/sau anti-HIV-2, dacă sunt prezenţi, leagă antigenele imobilizate 
la faza solidă. Adăugarea probelor se validează printr-o modificare de culoare, de la 
violet la albastru (SDP = Sample Deposition Proof, sau Dovada Adăugării Probei). 

2. Se adaugă conjugatul (antigene de HIV-1 şi HIV-2 cuplate cu peroxidază). Acesta se 
leagă la rândul său la anticorpii IgG, IgM sau IgA din probele de testat, anterior 
capturate la faza solidă. 

3. Prezenţa enzimei imobilizate în complexele cu conjugat este pusă în evidenţa prin 
incubarea cu substratul, după ce excesul de conjugat a fost îndepărtat. 

4. Reacţia este stopată şi se citesc absorbţiile la 450/620-700 nm, utilizând un 
spectrofotometru. Absorbţia măsurată pentru o probă permite stabilirea prezenţei sau 
absenţei anticorpilor anti-HIV-1 şi/sau anti-HIV-2. 
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3. CONŢINUTUL TRUSEI Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 
Toţi reactivii sunt exclusiv destinaţi diagnosticului in vitro. 
 

Etichetă Natura reactivului 
Prezentare 

72278 72279 

R1 Microplate 
Microplaca 
12 barete a câte 8 godeuri sensibilizate cu 
antigene purificate de HIV-1 şi HIV-2 

1 
placă 

5 
plăci 

R2 
Concentrated 
washing solution 
(20X) 

Soluţie de spălare concentrată (20X) 
Tampon Tris NaCl pH 7,4 
Conservant : ProClin ™ 300 (0,04%) 

1 flacon 
70 ml 

1 flacon 
235 ml 

R3 Negative control 

Control negativ 
Plasmă negativă umană inactivată prin încălzire 
pentru antigenul HBs, HIV, anti HIV-1, anti HIV-2 
si anti HCV 
Conservant: Azidă de sodiu < 0.1% 

1 flacon 
1 ml 

1 flacon 
1 ml 

R4 Cut-off control 

Control cut-off (valoare prag) 
Plasmă pozitivă umană inactivată prin încălzire 
pentru anticorpii anti HIV, negativă pentru 
antigenul HBs si anticorpii anti HCV 
Conservant: Azidă de sodiu < 0.1% 

1 flacon 
2,5 ml 

1 flacon 
2,5 ml 

R5 Positive control 

Control pozitiv 
Plasmă pozitivă umană inactivată prin încălzire 
pentru anticorpii anti HIV, negativă pentru 
antigenul HBs si anticorpii anti HCV 
Conservant: Azidă de sodiu < 0.1% 

1 flacon 
1 ml 

1 flacon 
1 ml 

R6 Sample diluent 
Diluant pentru probe 
Soluție serică bovină (tampon Tris cu 0.1% 
cloroform și ProClin™ 300 si indicatori colorați) 

1 flacon 
14 ml 

2 flacoane 
2 x 10 ml 

R7a Conjugate 
Conjugat  
Antigene liofilizate purificate de HIV-1 şi HIV-2 
cuplate cu peroxidază 

1 flacon 
q.s. ad 
12,5 ml 

2 flacoane 
q.s. ad 

2 x 30 ml 

R7b Conjugate diluent 
Diluant pentru conjugat 
Soluție de lapte degresat (tampon Tris cu 0.1% 
cloroform și ProClin™ 300) 

1 flacon 
12,5 ml 

2 flacoane 
2 x 30 ml 

R8 Substrate buffer 
Tampon substrat pentru peroxidază 
Soluţie de citrat de sodiu şi acetat de sodiu 
pH 4,0 cu H2O2 (0,015%) şi DMSO (4%) 

1 flacon 
60 ml 

2 flacoane 
2 x 60 ml 

R9 Chromogen: TMB 
solution (11X) 

Cromogen  
Soluţie ce conține tetrametil benzidină (TMB) 

1 flacon 
5 ml 

2 flacoane 
2 x 5 ml 

R10 Stopping solution Soluţie stopare  
Soluţie de acid sulfuric 1N 

1 flacon 
28 ml 

3 flacoane 
3 x 28 ml 
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4. CONDIŢII DE PĂSTRARE - VALABILITATE 
Trusa se păstrează la +2-8° C. Dacă se păstrează la aceasta temperatură, fiecare reactiv 
din trusă poate fi utilizat după desigilare până la data de expirare menţionată pe ambalaj, 
cu excepţia menţiunilor speciale: 
R1: După ce punga vidată a fost desigilată, baretele cu godeuri păstrate la +2-8° C în 
punga resigilată cu grijă se pot folosi timp de 1 lună. 
R2: Soluţia de spălare diluată păstrată la +2-30° C. se poate folosi 2 săptămâni. Soluţia 
concentrată (R2) se păstrează la +2-30° C. 
R7a + R7b: După ce flacoanele au fost deschise şi reactivii reconstituiţi, se păstrează la 
+2-8° C şi se pot folosi timp de 4 săptămâni. 
R8 + R9: După reconstituire, reactivul păstrat la întuneric şi la temperatura camerei (18-
30° C poate fi folosit în 6 ore. 
 
5. MATERIALE NECESARE NEINCLUSE ÎN TRUSĂ 
• Apă distilată 
• Hipoclorit de sodiu (clor menajer) şi bicarbonat de sodiu 
• Micropipete automate sau semiautomate, fixe sau reglabile, de 25 µl, 75 µl, 80 µl şi 

200 µl. 
• Cilindri gradaţi cu capacităţi de 25 ml, 100 ml, 1000 ml. 
• Container pentru deşeuri contaminate. 
• Baie de apa termostatată sau incubator pentru microplăci echivalent, fixate la 

temperatura de 37 °C ± 1 °C (*). 
• Spălător pentru microplăci manual, semiautomat sau automat (*). 
• Cititor pentru microplăci echipat cu filtre de 450 şi 620-700 nm (citire bicromatică) (*). 

(Contactaţi serviciul tehnic pentru procedeul de citire monocromatică)  
• Hârtie absorbantă. 
(*) Pentru detalii referitoare la echipamentele recomandate, contactaţi Departamentul 
Tehnic. 
 
6. RECOLTAREA ŞI MANIPULAREA PROBELOR 
Sângele trebuie recoltat în conformitate cu regulile clasice pentru venopuncţie. Pentru 
testare se vor folosi ser sau plasmă (colectată pe EDTA, heparină, citrat sau 
anticoagulante pe bază de ACD), nediluate. Separaţi cât mai rapid serul de cheag sau 
plasma de hematii, pentru a evita hemoliza. Hemoliza intensă poate afecta performanţele 
testului. Probele care conţin particule vizibile trebuie clarificate prin centrifugare înaintea 
testării. Agregatele sau particulele de fibrină în suspensie pot conduce la rezultate fals-
pozitive. 
Nu trataţi termic probele de testat. 
Probele vor fi păstrate la +2-8° C dacă efectuaţi testarea în decurs de 7 zile, în caz contrar 
se vor congela la -20° C. Plasma trebuie dezgheţată rapid prin încălzire în baie de apă la 
40° C, nu mai mult de unul-două minute (pentru evitarea precipitării fibrinei). Evitaţi 
congelările / dezgheţările repetate. Probele congelate şi decongelate mai mult de 3 ori nu 
pot fi folosite.  
Dacă probele se expediază, ambalaţi-le în conformitate cu reglementările în vigoare 
privind transportul agenţilor etiologici. 
NU TESTAŢI PROBE DE SER SAU PLASMĂ CONTAMINATE MICROBIOLOGIC, 
HIPERLIPEMICE SAU INTENS HEMOLIZATE. 
REMARCĂ : Probele cu până la 90 g/l de albumină, 200 mg/l de bilirubină, probele 
lipemice cu mai puţin de 36 g/l echivalent de trigliceride şi cele hemolizate cu până la 
20 g/l de hemoglobină nu influenţează rezultatele. 
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7. PRECAUŢII  
Veridicitatea rezultatelor depinde de aplicarea corectă a următoarelor Bune Practici de 
Laborator: 
• Denumirea testului, precum şi numărul de identificare specific testului sunt 

inscripţionate pe fiecare ramă (cadru suport) a(l) microplăcilor de titrare. Acest număr 
de identificare specific apare de asemenea pe fiecare baretă cu godeuri. 

 Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 : Număr ID Specific = 05 
 Verificaţi acest număr specific de identificare înainte de utilizare. Dacă numărul de 

identificare lipseşte sau diferă de cel menţionat mai sus, bareta nu trebuie introdusă în 
testare. 

• Nu utilizaţi reactivii în afara termenului de valabilitate. 
• Nu amestecaţi reactivi din loturi diferite în aceeaşi serie de lucru. 
 Remarcă : Pentru soluţia de spălare (R2, identificată prin eticheta : 20X, scris cu verde), 

tamponul substrat pentru peroxidază (R8, identificat prin eticheta : TMB buf, scris cu 
albastru), cromogen (R9, identificat prin eticheta : TMB 11X, scris cu mov) şi soluţia de 
stopare (R10, identificată prin eticheta : 1N, scris cu roşu) se pot folosi şi alte loturi 
decât cele din trusa curentă, cu condiţia ca în aceeaşi serie de lucru să se folosească 
acelaşi lot din fiecare. Reactivii menţionaţi se pot folosi şi în combinaţie cu alte produse 
Bio-Rad. In plus, soluţia de spălare (R2, identificată prin eticheta : 20X, scris cu verde) 
poate fi amestecată cu alte 2 soluţii de spălare incluse în diverse truse de reactivi Bio-
Rad (R2, identificată prin eticheta : 10X, scris cu albastru, sau 10X, scris cu portocaliu) 
dacă au fost corect reconstituite, cu condiţia ca în aceeaşi serie de lucru să se 
folosească numai un singur amestec. Mai multe detalii vă oferă serviciul tehnic. 

• Soluţia de developare (tampon substrat + cromogen) trebuie să aibă culoarea roz. 
Modificarea culorii roz în câteva minute de la reconstituire indică faptul că reactivul este 
necorespunzător şi trebuie înlocuit. Prepararea soluţiei de developare se face în tăviţa 
rezervor curată de plastic de unică folosinţă, sau recipient de sticlă prespălat cu HCl 
1N, clătit foarte bine cu apă distilată şi perfect uscat. Acest reactiv se păstrează la 
întuneric. 

• Înainte de utilizare, aşteptaţi minimum 10 minute ca reactivii să ajungă la temperatura 
camerei. 

• Reconstituiţi cu grijă reactivii. 
• Verificaţi micropipetele şi alte echipamente de lucru, pentru a vă asigura de acurateţea 
şi corectitudinea operaţiilor. 

• Nu modificaţi procedeul de testare. 
• Spălarea: urmăriţi cu atenţie procedeele de spălare descrise pentru obţinerea 

maximului de performanţă la testare. 
 
Instrucţiuni de igienă şi protecţia muncii 
Controlul pozitiv şi controlul cut-off sunt inactivate termic. 
Materialul de origine umană utilizat la prepararea martorului negativ a fost testat şi găsit 
nereactiv pentru antigenul de suprafaţă al hepatitei B (AgHBs), anticorpi anti-HCV şi 
anticorpi specifici de virusurile imunodeficienţei umane (anti-HIV-1 şi anti-HIV-2). 
Materialul de origine umană utilizat la prepararea martorului pozitiv şi a martorului cut-off a 
fost testat şi găsit nereactiv pentru antigenul de suprafaţă al hepatitei B (AgHBs) şi 
anticorpii anti-HCV. 
Deoarece nici o metodă de testare cunoscută nu poate garanta în mod absolut absenţa 
agenţilor infecţioşi, trebuie să manipulaţi reactivii şi probele ca fiind potenţial infecţioase.  
Orice echipament ce vine în contact direct cu probele şi reactivii precum şi soluţiile de 
spălare uzate trebuie considerate ca produse contaminate biologic şi tratate ca atare. 
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Autoclavarea pentru cel puţin 1 ora la 121° C este cea mai buna metodă de inactivare a 
virusurilor HIV şi HBV). NU INTRODUCEŢI IN AUTOCLAVĂ SOLUŢII CE CONŢIN 
HIPOCLORIT DE SODIU. 
Fişa cu informaţii de protecţia muncii şi a mediului este disponibilă la cerere. 
Tratarea soluţiilor contaminate şi a echipamentului contaminat cu hipoclorit de sodiu la 
concentraţie finală de 5% timp de 30 de minute determină de asemenea inactivarea 
virusurilor HIV şi HBV. 
Evitaţi orice contact cu tegumentele al tamponului substrat, cromogenului şi soluţiei de 
stopare (risc de intoxicaţii, iritaţii sau arsuri). 
Reactivii chimici vor fi manipulaţi şi evacuaţi în conformitate cu Bunele Practici de 
Laborator. 
Pentru recomandări privind pericolele şi măsurile de precauţie asociate unor componente 
chimice din acest kit de test, vă rugăm să consultaţi pictograma (pictogramele) 
menţionată(e) pe etichete şi informaţiile furnizate la sfârşitul instrucţiunilor de utilizare. Fişa 
tehnică de siguranţă este disponibilă la www.bio-rad.com. 
 
8. RECONSTITUIREA REACTIVILOR  
Notă: Înainte de utilizare, lăsaţi reactivii să ajungă la temperatura camerei (18-30° C). 
 
Reactivul 1 (R1): Microplaca 
Fiecare ramă suport ce conţine 12 barete este ambalată într-o pungă de aluminiu cu 
nervură, vidată. Tăiaţi punga cu foarfecă la 0,5-1cm deasupra nervurii. Scoateţi cadrul 
suport afară şi reţineţi numărul de barete necesar. Introduceţi imediat baretele rămase în 
pungă. Închideţi punga cu grijă, resigilaţi la nervură şi stocaţi la o temperatură de +2-8 °C. 
 
Reactivul 2 (R2): Soluţia de spălare (concentrată 20X) 
Diluaţi 1:20 cu apă distilată pentru a obţine soluţia de spălare de lucru. Preparaţi 800 ml 
pentru 1 placă de 12 barete. 
 
Reactivul 3 (R3): Ser de control negativ 
Ser uman, negativ pentru anticorpi anti-HIV-1 şi anti-HIV-2, anticorpi anti-HCV şi AgHBs. 
Conţine conservant azidă de sodiu 0,1%. 
 
Reactivul 4 (R4): Serul de control cut-off  
Ser uman inactivat termic, negativ pentru AgHBs şi anticorpi anti-HCV, ce conţine anticorpi 
anti-HIV. Conţine conservant azidă de sodiu 0,1%. 
 
Reactivul 5 (R5): Serul de control pozitiv  
Ser uman inactivat termic, negativ pentru AgHBs şi anticorpi anti-HCV, ce conţine anticorpi 
anti-HIV. Conţine conservant azidă de sodiu 0,1%. 
 
Reactivul 6 (R6): Diluant pentru probe  
Soluţie de ser de viţel (tampon Tris suplimentat cu 0,1% cloroform şi ProClin™ 300, 
precum şi un indicator colorat, martor pentru pipetarea probelor). 
 
Reactivul 7a (R7a): Conjugat  
Antigene purificate de HIV-1 şi HIV-2 marcate cu peroxidază. Conţine albumină serică 
bovina (BSA) şi ProClin™ 300 (0,1%). Înainte de utilizare, loviţi uşor flaconul pe masa de 
lucru pentru a detaşa liofilizatul aderent la dopul de cauciuc. Îndepărtaţi cu atenţie dopul şi 
turnaţi conţinutul flaconului de Diluant pentru Conjugat în flaconul Conjugatului Liofilizat. 
Puneţi dopul şi lăsaţi timp de 10 minute să se dizolve agitând prin învârtire şi răsturnare 
uşoare din când în când pentru accelerarea dizolvării. 
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Reactivul 7b (R7b): Diluant pentru Conjugat  
Soluţie de lapte degresat colorată (tampon Tris cu 0,1% cloroform şi ProClin™ 300). 
 
Reactivul 8 (R8): Tampon substrat 
Soluţie gata de lucru de acid citric şi acetat de sodiu pH 4,0 ce conţine apă oxigenată 
0,015% şi 4% dimetil sulfoxid (DMSO). 
 
Reactivul 9 (R9): Soluţie concentrată de Cromogen 
Soluţia conţine tetrametil benzidină (TMB). Diluaţi soluţia 1/11 în tamponul substrat (R8). 
(ex: 1 ml R9 + 10 ml R8). Soluţia substrat preparată este stabilă 6 ore păstrată la întuneric. 
 
Reactivul 10 (R10): Soluţie de stopare 
Soluţie de acid sulfuric 1N, gata de utilizare. 
 
9. PROCEDEUL DE TESTARE  
Urmaţi în mod strict protocolul propus. 
Utilizaţi martorii negativ, pozitiv şi cut-off pentru fiecare serie de determinări, pentru 
validarea rezultatelor testelor. 
1. Stabiliţi cu grijă planul de distribuţie şi de identificare a probelor de testat. 
2. Preparaţi soluţia de spălare diluată. 
3. Scoateţi rama şi baretele (R1) din punga protectoare. 
4. Aplicaţi direct, fără spălare prealabilă a plăcii şi în următoarea ordine: 
  25 µl de diluant în fiecare godeu 
  75 µl de ser de control negativ (R3) în godeul A1, 
    75 µl de ser de control cut-off (R4) în godeurile B1, C1 şi D1, 
   75 µl de ser de control pozitiv (R5) în godeul E1, 
   75 µl din proba # 1 în godeul F1, 
   75 µl din proba # 2 în godeul G1, etc.… 
 În funcţie de sistemul utilizat, este posibil să se modifice poziţia martorilor sau ordinea 

de pipetare a acestora. 
 Pentru a omogeniza amestecul aspiraţi cel puţin de 3 ori cu pipeta de 75 µl sau agitaţi 

microplaca după etapa de pipetare. 
 Este de asemenea posibil să se pipeteze câte 100 µl din probele diluate în prealabil în 

proporţie de 3 : 4 (ex:150 µl de ser + 50 µl de diluant). 
 NOTĂ: Adăugarea probelor poate fi controlată vizual la nivelul acestei etape de lucru: 

după adăugarea probelor culoarea diluantului iniţial violet virează la albastru. (capitolul 
12 - VERIFICAREA SPECTROFOTOMETRICĂ A PIPETĂRII PROBELOR ŞI A 
CONJUGATULUI). 

5. Acoperiţi microplaca cu folie adezivă. Presaţi puternic pe toată suprafaţa plăcii pentru 
a asigura etanşeitatea godeurilor. 

6. Incubaţi microplaca într-o baie de apă termostatată sau în incubator de microplăci la 
37° C ± 1° C, timp de 30 ± 5 minute. 

7. Îndepărtaţi folia adezivă. Aspiraţi conţinutul godeurilor într-un container pentru deşeuri 
contaminate (care conţine hipoclorit de sodiu) şi imediat adăugaţi în fiecare godeu cel 
puţin 370 µl soluţie de spălare. Respectaţi un timp de aşteptare (soak time) de cel 
puţin 30 secunde. Aspiraţi din nou. Repetaţi spălarea de cel puţin încă două ori (ceea 
ce înseamnă un total de minim 3 spălări). Volumul rezidual trebuie să fie mai mic de 
10 µl (dacă este necesar, uscaţi placa prin răsturnare pe hârtie absorbantă).  

 Dacă se utilizează un spălător automat, urmaţi acelaşi procedeu (consultaţi remarcile 
din capitolul 10). 

8. Distribuiţi rapid 100 µl de soluţie de conjugat în toate godeurile. 
 Înainte de utilizare trebuie să agitaţi uşor conjugatul. 
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 NOTĂ: Adăugarea conjugatului de culoare verde poate fi controlată vizual la nivelul 
acestei etape de lucru (conform capitolului 12 - VERIFICAREA 
SPECTROFOTOMETRICĂ A PIPETĂRII PROBELOR ŞI A CONJUGATULUI). 

9. Dacă este posibil acoperiţi cu o nouă folie adezivă. Incubaţi 30 ± 5 minute la 
temperatura camerei (18-30° C). 

10. Îndepărtaţi folia adezivă, goliţi toate godeurile prin aspirare şi spălaţi de minimum 5 ori 
după procedeul indicat mai sus. Volumul rezidual trebuie să fie mai mic de 10 µl (dacă 
este necesar, uscaţi placa prin răsturnare pe hârtie absorbantă). 

11. În fiecare godeu se adaugă rapid câte 80 µl din soluţia de developare (R8 + R9) 
preparată înainte de utilizare. Incubarea are loc la întuneric timp de 30 ± 5 minute la 
temperatura camerei (18-30° C). Nu folosiţi folie adezivă în timpul acestei incubări. 

 NOTĂ : Pipetarea soluţiei de revelare a activităţii enzimatice, de culoare roz, poate fi 
controlată vizual în această etapă de lucru : diferenţa de culoare este evidentă între un 
godeu gol şi un godeu în care s-a pipetat soluţia roz (conform capitolului 12 - 
VERIFICAREA SPECTROFOTOMETRICĂ A PIPETĂRII PROBELOR ŞI A 
CONJUGATULUI). 

12. Distribuiţi câte 100 µl soluţie de stopare (R10) în aceeaşi ordine şi cu aceeaşi viteză 
cu care aţi pipetat soluţia revelatoare. Omogenizaţi amestecul de reacţie. 

 NOTĂ : Pipetarea soluţiei incolore de stopare poate fi controlată vizual în această 
etapă de lucru. După adăugarea soluției de stopare, culoarea roz a substratului 
dispare (pentru probele negative) şi virează de la albastru la galben (pentru probele 
pozitive).  

13. Ştergeţi cu grijă fundul plăcii. Citiţi densitatea optică la 450/620-700 nm, utilizând un 
cititor de microplăci, după cel puţin 4 minute şi în interval de 30 minute de la 
stoparea reacţiei.  

14. Verificaţi cu ochiul liber rezultatele pentru a vă asigura că există o corespondenţă 
perfectă între citiri şi schema de distribuţie şi de identificare a probelor în microplacă. 

 
10. RECOMANDĂRI GENERALE  
ATENŢIE: EVITAŢI CONTAMINAREA ÎN CURSUL MANIPULĂRILOR. ÎN CAZ DE 
CONTAMINARE (picături, etc.): 
• Picăturile neacide vor fi şterse bine cu un material absorbant îmbibat într-o soluţie de 

hipoclorit de sodiu de (minim) 5% (apă de javel). 
• Picăturile acide vor fi şterse cu un material absorbant uscat. Suprafaţa stropită trebuie 

apoi curăţată cu o soluţie de hipoclorit de sodiu (minim) 5%. Materialele utilizate pentru 
curăţare trebuie aruncate în containerul pentru deşeuri contaminate şi apoi distruse în 
conformitate cu regulile de igienă şi securitate (vezi capitolul 7 PRECAUŢII). 

• NU FOLOSIŢI NICIODATĂ ACELAŞI RECIPENT PENTRU A DISTRIBUI 
CONJUGATUL ŞI SOLUŢIA REVELATOARE.  

• RESPECTAŢI NUMĂRUL DE CICLURI DE SPĂLARE RECOMANDAT. 
• CONTROLAŢI SOLUŢIA DE REVELARE ENZIMATICĂ (TAMPON SUBSTRAT 

CROMOGEN) ÎNAINTE DE PIPETARE IN GODEURI. Aceasta trebuie să fie incoloră.  
 Apariţia unei coloraţii albastre în minutele consecutive reconstituirii indică posibila 

contaminare a reactivului cu ioni metalici și reactivul trebuie înlocuit.  
 Se recomandă utilizarea de preferinţă a vaselor şi materialelor folosite la distribuţie din 

plastic, sau a sticlăriei prespălate cu acid clorhidric 1N, bine clătită cu apă bidistilată şi 
apoi uscată. 

(*) Ne puteți contacta pentru informații detaliate legate de echipamentele recomandate de 
departamentul nostru tehnic.  
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11. CALCULUL ŞI INTERPRETAREA REZULTATELOR  
Prezenţa sau absenţa anticorpilor anti-HIV-1 şi/sau anti-HIV-2 este determinată prin 
compararea absorbţiei măsurată pentru fiecare probă cu valoarea prag calculată a cut-off.  
 
1) Calculaţi media absorbţiilor serului de control cut-off (DOR4) 
 
  DO(B1) + DO(C1) + DO(D1) 
 DOR4 = ---------------------------------------- 
 3 
 
2) Calculaţi valoarea cut-off 
Valoarea cut-off (CO) este dată de raportul: 
 
 DOR4 
CO = --------- 
 10 
 
3) Criteriile de validare a testului 
Valoarea absorbţiei serului martor de control negativ trebuie să fie mai mică de 70% din 
valoarea cut-off CO: 
 DOR3 < 0,7 x CO 
 Media absorbţiilor serului de control cut-off trebuie să fie mai mare de 0,80: 
 DOR4 > 0,80  
Opţional: Raportul DOR5 / DOR4 trebuie să fie mai mare sau egal cu 1,3 (Acest criteriu 
opţional va fi aplicat numai atunci când linearitatea cititorului utilizat este mai mare de 
3,000). 
 
4) Interpretarea rezultatelor 
Probele cu valori de absorbţie mai mici decât valoarea cut-off sunt considerate negative în 
testul Genscreen™ HIV-1/2 Version 2. 
Totodată, rezultatele situate imediat sub valoarea cut-off (CO -10% < DOProbă < CO) 
trebuie interpretate cu prudenţă (se recomandă ca probele corespunzătoare să fie 
retestate în duplicat atunci când sistemele utilizate şi procedeele din laborator o permit). 
Probele cu absorbţii mai mari sau egale cu valoarea cut-off sunt iniţial considerate pozitive 
în testul Genscreen™ HIV-1/2 Version 2. Acestea trebuie retestate în dublu înainte de 
interpretarea finală. 
Dacă după retestarea unei probe, valorile absorbţiei ambelor replicate sunt mai mici decât 
cut-off, rezultatul iniţial este nereproductibil şi proba este declarată negativă în testul 
Genscreen™ HIV-1/2 Version 2. 
Reacţiile nereproductibile sunt adesea cauzate de: 
• spălarea insuficientă a microplăcilor, 
• contaminarea probelor negative cu un ser cu titru ridicat de anticorpi, 
• contaminarea punctiformă a soluţiei de revelare cu agenţi oxidanţi (hipoclorit, ioni 

metalici, etc.), 
• contaminarea punctiformă a soluţiei de stopare. 
Dacă după retestare absorbţia unuia din replicate este mai mare sau egală cu valoarea 
cut-off, rezultatul iniţial este considerat reproductibil şi proba este declarată pozitivă în 
testul Genscreen™ HIV-1/2 Version 2, subiectul limitărilor procedurii, descrise mai jos. 
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12. VERIFICAREA SPECTROFOTOMETRICĂ A PIPETĂRII PROBELOR ŞI A 
CONJUGATULUI 
 
Verificarea pipetării probelor 
După distribuirea succesivă a diluantului pentru probe (R6) şi apoi a probelor, se poate 
verifica prezenţa în godeu a probei de testat printr-o citire spectrofotometrică la 620 nm: 
densitatea optică a unui godeu care conţine proba de testat este mai mare de 0,150 (o 
valoare DO inferioară indică distribuţia unui volum mai mic de probă). 
 
Verificarea pipetării conjugatului 
După distribuţia conjugatului (R7a+R7b) se poate verifica prezenţa acestuia în godeuri 
printr-o citire spectrofotometrică la 620 nm: densitatea optică a unui godeu care conţine 
conjugatul este mai mare de 0,100 (o valoare DO inferioară indică distribuţia unui volum 
mai mic de conjugat). 
 
Verificarea pipetării soluţiei revelatoare  
Prezenţa soluţiei de revelare de culoare roz se poate verifica prin citire spectrofotometrică 
la 490 nm : un godeu în care s-a pipetat soluţia roz trebuie să aibă o densitatea optică 
(absorbţie) mai mare ca 0,100 (densităţi optice inferioare indică proasta pipetare a acestei 
soluţii). 
 
13. PERFORMANŢE 
Studiile de sensibilitate ale testului Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 au fost efectuate pe 
probe pozitive provenind de la pacienţi SIDA sau stadiile premergătoare (ARC) şi pe 
paneluri de sensibilitate compuse din probe documentate provenind de la pacienţi infectaţi 
recent cu HIV.  
• Sensibilitatea pentru HIV-1 a fost de 100 %. A fost evaluată pe 413 de pacienţi cu SIDA 

sau ARC, pozitive HIV-1 grup M şi confirmate în Western Blot, ca şi pe 31 de probe 
HIV-1 grup O şi confirmate în Western Blot de HIV-1.  

• Sensibilitatea grup O testată pe 4 probe HIV-1 grup O, indeterminate în Western Blot de 
HIV-1. A fost considerată satisfăcătoare cu trei probe pozitive.  

• Sensibilitatea pentru HIV-2 a fost de 100 %. A fost evaluată 119 probe diluate sau 
nediluate provenite de la pacienţi confirmaţi pozitivi prin Western Blot. 

• Sensibilitatea pentru HIV-1 grup M a fost evaluată pe 29 de paneluri de seroconversie 
comerciale (BBI, NABI, Bioclinical Partners), ca şi pe panelul de sensibilitate INTS. 
Rezultatele sunt in conformitate cu cele mai înalte standarde.  

• Pe panelul INTS, cele 45 de probe de seroconversie şi cele 13 de per-seroconversie 
sunt pozitive.  

• 25 de probe suplimentare pozitive proaspete (la un interval de o zi de la prelevarea 
sânge) au fost testate și toate au fost găsite pozitive 

• Cel puțin 42 de probe în stadiu incipient de seroconversie au fost testate cu 
Genscreen™ HIV-1/2 Version 2. 

Specificitatea testului este de 99,98 % pe o populaţie de 5025 donatori de sânge. 
S-au observat 3 reacţii pozitive din 212 probe de la pacienţi cu patologii sau statut diferit 
de HIV/SIDA (graviditate, factor reumatoid, IgG anti-nucleare sau alte infecţii virale). 
Precizia testului Genscreen™ HIV-1/2 Version 2 a fost determinată prin analiza a 4 probe: 
1 probă negativă (proba #1), 2 probe slab pozitive anti-HIV1 (probele #2 şi #3) şi o probă 
intens pozitivă anti-HIV-1 (proba #4). Repetabilitatea la testare (intra-serie de lucru) a fost 
evaluată prin testarea acestor 4 probe de 30 de ori în aceeaşi serie de lucru, iar 
reproductibilitatea (inter-serii de lucru) a fost evaluată prin testarea acestor 4 probe în 
triplicat, în 2 serii de lucru independente în fiecare zi, timp de 5 zile. 
Rezultatele sunt prezentate în următoarele tabele: 
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Tabel 1: Repetabilitatea (intra serie de lucru) 
n = 30 Proba #1 Proba #2 Proba #3 Proba #4 
Media 
rapoartelor* 

0,12 3,34 9,05 19,6 

Deviaţia 
standard  

0,04 0,45 0,30 0,73 

CV (%)* 31,5% 13,6% 3,3 % 3,7% 
 * Rapoarte de reactivitate, DOProbă/CO 
 
Tabel 2: Reproductibilitatea inter-serii de lucru 
n = 30 Proba #1 Proba #2 Proba #3 Proba #4 
Media 
rapoartelor 

0,12 3,43 9,27 19,35 

Deviaţia 
standard  

0,02 0,41 0,89 1,93 

CV (%)  19,3% 12,1% 9,65% 10.0% 
 * Rapoarte de reactivitate, DOProbă/CO 
 
14. LIMITELE METODEI 
Titrurile foarte scăzute de anticorpi pot să nu fie detectate în infecţiile recente, în 
consecinţă un rezultat negativ indică doar faptul că proba testată nu conţine anticorpi anti-
HIV detectabili cu testul Genscreen™ HIV-1/2 Version 2. Un astfel de rezultat negativ nu 
exclude posibilitatea unei infecţii cu HIV-1/ HIV-2.  
Datorită variabilităţii HIV-1 (grupul M şi grupul O) şi HIV-2 nu se exclude posibilitatea 
reacţiilor fals negative. Nici o metodă de testare cunoscută nu poate oferi siguranţe 
deplină a absenţei virusului HIV. 
Cele mai sensibile tehnici ELISA pot produce rezultate fals pozitive.  
Pentru a verifica specificitatea reacţiei, orice rezultat pozitiv reproductibil (în concordanţă 
cu criteriile de interpretare ale testului Genscreen™ HIV-1/2 Version 2) trebuie supus unui 
test de confirmare (Western Blot). 
Tratarea termică a probelor poate afecta calitatea rezultatelor. 
Metoda colorimetrică pentru verificarea distribuţiei probei şi/sau a conjugatului şi/sau a 
soluţiei de revelare nu permite verificarea acurateţei pipetării volumelor necesare, ci numai 
demonstrarea prezenţei probelor şi/sau a conjugatului şi/sau a soluţiei de revelare. Rata 
rezultatelor greşite cu această metodă este legată strâns de precizia sistemului utilizat 
(coeficienţii de variaţie cumulaţi la pipetare şi citire de peste 10% scad semnificativ 
calitatea acestui tip de verificare). 
În cazul spălării ineficiente după etapa de incubare cu conjugatul, verificarea automată a 
distribuţiei soluţiei de revelare (prin citire la 490 nm a absorbţiilor din godeuri) poate 
genera rezultate eronate, cu densităţi optice mai mari decât 0,100, chiar în absenţa soluţiei 
de revelare. Cu toate acestea, acest fenomen nu s-a observat pe durata evaluărilor unui 
număr de 939 de probe. 
 
15. BIBLIOGRAFIE 
1. BARRE-SINOUSSI F., CHERMANN J.C., REY F. et al Isolation of a T. lymphotropic 

retrovirus from a patient at risk for acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), 
Science, 1983, 220, 868-871 

2. ALIZON M., SONIGO P., BARRE-SINOUSSI F. et al. Molecular cloning of 
lymphadenopathy associated virus Nature, 1984, 312, 757-760 

3. CLAVEL F., GUETARD D., BRUN-VEZINET F. et al. Isolation of a new human 
retrovirus from West African patients with AIDS. Science. 1986, 233, 343-346 



13 

4. CLAVEL F., GUYADER M., GUETARD D. et al. Molecular cloning and polymorphism 
of the human immune deficiency virus type 2. Nature, 1986, 324, 691-695 

5. BRUN-VEZINET F., ROUZIOUX C., BARRE-SIOUSSI F. et al. Detection of IgG 
antibodies to lymphadenopathy associated virus (LAV) by ELISA, in patients with 
acquired immunodeficiency syndrome or lymphadenopathy syndrome. Lancet. 1984, 
June, 1253-1256 

6. MATHIESEN T., CHIODI F., BROLIDEN P.A., et al. Analysis of a subclass restricted 
HIV1 gp 41 epitope by omission peptides. Immunology, 1989, 67, 1-7 

7. NORRBY E. , BIBERFELD G., JOHNSON PR et al. The chemistry of site directed 
serology for HIV Infections. AIDS Res Human Retroviruses. 1989, 5, 487/493 

8. McKEATING J.A., WILLEY R.L. Structure and fonction of the HIV envelope. AIDS, 
1989, 3, S35-S41 

9. PASQUALI J.L., KIENY M.P., KOLBE H. et al. Immunogenicity and epitope mapping 
of a recombinant soluble gp 160 of the human immunodeficiency virus type 1 envelop 
glycoprotein. AIDS Res. Human Retroviruses, 1990, 6, 1107-1113 

10. NEURATH A.R., STRICK N., TAYLOR P. et al Search for eptiope specific antibody 
responses to human immunodeficiency virus (HIV1) envelope glycoproteins signifying 
resistance to disease development. AIDS Res. Human Retroviruses, 1990, 6, 1183-
1192 

11. NAIR B.C., FORD G., KALYANARAMAN V.S. et al. Enzyme immunoassay using 
native envelope glycoprotein (gp 160) for detection of human immunodeficiency virus 
type 1 antibodies. J. Clin. Microbio. 1994, 32, 1449-1456 

12. ZAAIJER H.L., EXEL-OEHLERS P.V., KRAAIJEVELDT T., et al. Early detection of 
antibodies to HIV1 by third generation assays. The Lancet, 1992, 340, 770-772 

13. CONSTANTINE N.T., VAN DER GROEN G., BELSEY E.M. et al Sensitivity of HIV 
antibody assays determined by seroconversion panels AIDS, 1994, 8, 1715-1720 

14. ENGELBRECHT S., DE JAGER G.J., VAN RENSBURG E.J. Evaluation of 
commercially available assays for antibodies to HIV1 in serum obtained from south 
african patients infected with HIV1 subtypes B, C, and D. J. Med. Viroloogy 1994, 44, 
223-228 

15. COUROUCE A.M. et al. Trousses de dépistage des anticorps anti VIH1 et VIH2. 
Spectra Biologie, 1994, 6, 43-51 

16. DONDERO T.J., HU D.J., GEORGE J.R. HIV1 variants : yet another challenge to 
public health. The Lancet 1994, 343, 1376 

17. SIMON F., LY T.D., BAILLOU-BEAUFILS A., et al Sensitivity of screening kits for anti 
HIV1 subtypes O antibodies. AIDS, 1994, 8, 1628-1629 

18. JANSSENS W., HEYNDRICKX L. FRANSEN et al. Genetic and phylogenetic analysis 
of ENV subtypes G and H in Central Africa AIDS Res. Hum. Retrovirus 1994, 10, 877-
879 

19. GAOF., YUE L. ROBERTSON D.L. et al. Genetic diversity of human 
immunodeficiency virus type 2 : evidence for distinct sequence subtypes with 
differences in virus biology. J. Virol. 1994, 68, 7433-7447 

 



14 



15 



16 



17 



18 

 


